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1 Einleitung

1.1 Morbus Fabry

Der Morbus Fabry ist eine angeborene Speicher-Erkrankung, die X-chromosomal
rezessiv vererbt wird. Die Ursache dieser Erkrankung liegt in einer Mutation im
alpha-Galaktosidase A Gen, welches sich auf dem langen Arm

des Chromosoms Xq 22 befindet. Dieses Gen codiert das Enzym alpha-Galaktosidase,
das fiir den Abbau von Glykosphingolipiden verantwortlich ist. Der Abbau geschieht
durch die Hydrolyse von alpha-Galaktosyl-Bindungen dieser Glykosphingolipide.[1]
Glykosphingolipide gehoren zur Gruppe der Glykolipide. Ein Grundbaustein der
Glykolipide ist der Aminoalkohol Sphingosin. Des Weiteren besitzen sie eine Fett-
sdure als lipophilen Schwanz und einen oder mehrere Zucker als hydrophilen Anteil.
Sie sind aufgrund dieses Aufbaus amphiphil. Sie stellen neben Phospholipiden wich-
tige Membranbestandteile dar. Im Zusammenhang mit den Stoffwechselprodukten,
die bei Morbus Fabry akkumulieren, wird auch hiufig von Ceramiden gesprochen
(z.B Globotriaosylceramide, kurz Gb3). Ein Ceramid besteht aus einem Sphingo-
sinmolekiil, an das eine Fettsiure iiber eine Amidbindung gebunden ist. Gb3 ist ein
neutrales Glykolipid, bei dem die Trihexidose Gal(al-4)Gal(51-4)Gle(51-1) kova-
lent an N-Acylsphingosin gebunden vorliegt. Es kommt normalerweise im Plasma
und vielen Gewebearten vor. Es wird aber auch in Tumorzellen, z.B. bei dem Tera-
tokarzinom, und dem embryonalen Karzinom exprimiert. Gb3 ist zudem ein Oberfla-
chenrezeptor fiir das Verotoxin [2]. In der menschlichen Zelle kommen ausschliefslich
Ceramide vor, isoliert vorliegende Sphingosine sind dagegen nicht vorhanden |3].
Der Gendefekt bei Morbus Fabry bewirkt nun eine verminderte Aktivitdt des lyso-
somalen Enzyms alpha-Galaktosidase, woraus eine Akkumulation der Glykolipide,
vor allem der Globotriaosylceramide, resultiert. Neben den Globotriaosylceramiden
sammelt sich hauptsdchlich Globotriaosylsphingosin (Lyso Gb3) in den Zellen an,
ein spontanes Spaltprodukt der Globotriaosylceramide. Morbus Fabry gehort dem-
nach zur Gruppe der lysosomalen Speichererkrankungen [4]. Abbildung 1.1 zeigt die



Strukturformeln von Globotriaosylceramid und Globotriaosylsphingosin (deacylier-
tes Gb3).

OH oM Globotriacsylceramid (Gbg)
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Abbildung 1.1: Lyso Gb3 ist ein Gb3 Metabolit mit einer freien Sphingosin-
Amino Gruppe. Beim Gb3 ist diese Amino Gruppe {iber eine Amidbindung mit
einer Fettsdure verkniipft [5]. (Abbildung aus [6], bearbeitet)
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1.2 Morbus Fabry als Multisystemerkrankung:
Hauptbeteiligung von Herz, Niere und

Nervensystem

Bei Patienten mit dem klassischen Bild eines Morbus Fabry ldsst sich ein dreiphasiger
Krankheitsverlauf erkennen: Die Erkrankung beginnt zundchst mit der Ablagerung
von Globotriaosylceramiden aufgrund der reduzierten oder fehlenden Aktivitat der
alpha-Galaktosidase. Diese Ablagerungen beginnen bereits vor der Geburt. Das Ge-
webe reagiert auf diesen Stimulus mit Verdnderungen, die letztlich zur dritten Phase
der Erkrankung fiihren, dem Organversagen. Daher haben Patienten, die an Morbus
Fabry leiden eine verringerte Lebenserwartung (Méanner 40-50 Jahre). [7]

Da eine Vielzahl der Zellen des menschlichen Korpers Lysosomen besitzt, liegt die
Vermutung nahe, dass auch eine Vielzahl an Organen von der Krankheit betroffen
sein miissten. Wie jedoch haufig bei Multisystemerkrankungen sind spezielle Organ-
systeme fiihrend. Fiir den Morbus Fabry sind dies drei Organsysteme: das Herz, die
Nieren und das Nervensystem. [1]

Die héufigste Todesursache bei Patienten mit Morbus Fabry ist kardialer Genese.



Die intrazellulare Anreicherung der Glykosphingolipide in den Myozten fiihrt zu
pathologischen Verédnderungen des Myokards. Dominierend ist die linksventrikulére
Hypertrophie, woraus sich eine zunehmende Herzinsuffizienz entwickelt. Die Patien-
ten leiden klinisch unter Miidigkeit, Angina pectoris, Abgeschlagenheit und Luftnot
bei Belastung. [4]

Die Kardiomyopathie bei Morbus Fabry fiihrt in einigen Féllen zu einer Fibrose
am Herzen, die mittels Magnetresonanztomographie (MRT) diagnostiziert werden
kann. Als Marker dient die spite Signalanhebung im MRT, das so genannte Late
Enhancement.

Eine ausgeprigte Fibrose im basalen Teil der posterior-lateralen Wand ist ein Zei-
chen fiir eine Kardiomyopathie im Endstadium. [7]

Die Fibrose préadisponiert fiir Arrhythmien, die, wie sich in den letzten Jahren her-

auskristallisierte, eine hdufige Todesursache bei Patienten mit Morbus Fabry sind. [§]

Neben dem Herzen sind die Nieren mit am stirksten von der Krankheit betroffen.
Vor allem bei ménnlichen Patienten beginnen die Beschwerden bereits in jungen Jah-
ren und fiihren oft zu terminaler Niereninsuffizienz und Dialysepflichtigkeit. Um eine
Nierenbeteiligung bei Morbus Fabry zu erkennen, sollte zunachst getestet werden,
ob eine Proteinurie vorliegt. Es sind vor allem 2 Zelltypen in der Niere am stéirks-
ten betroffen: ,In den Podozyten und distalen Tubulusepithelzellen findet man die
hochsten Konzentrationen der Globotriaosylceramide.” [1| Daneben findet man in
Geféfiendothelzellen, sowie im Mesangium und im Interstitium Sphingolipidablage-
rungen.

Neben der Proteinurie sollte die glomerulédre Filtrationsrate berechnet werden, um
die Nierenfunktion beurteilen zu kénnen. Auch durch eine dynamische Nierenszinti-
graphie unter Verwendung eines geeigneten Markers (DTPA-Clearance; Erliuterung
siehe Methodikteil) kénnen wertvolle Aussagen iiber die Funktion der Nieren gewon-
nen werden. Des Weiteren besteht die Moglichkeit eine Nierenbiopsie zu entnehmen,
um das Ausmak der Globotriaosylceramid-Ablagerungen histologisch zu quantifizie-

ren.

Die neurologischen Symptome, die dritte Hauptmanifestation des Morbus Fabry,
resultieren aus einer Storung des Nervensystems, wobei sowohl das zentrale als auch
das periphere Nervensystem betroffen sein kann.

Es treten autonome Storungen, wie zum Beispiel eine gestorte Temperaturregulati-

on, welche durch eine Hypo- bis hin zur Anhidrose bedingt sein kann, oder gastro-



intestinale Beschwerden (Diarrhd, Bauchschmerzen) auf. Letztere konnen mittels
eines vom Patienten ausgefiillten Fragebogens eruiert werden. Sie beginnen bereits
im Kindesalter. Durch die Analyse von Hautbiopsien konnte man Ablagerungen von
Glykosphingolipiden in den sekretorischen Schweikdriisenzellen nachweisen, was die
Hypohidrose bzw. Anhidrose bei Patienten mit Morbus Fabry miterklaren wiirde [1].
Neben der direkten Schidigung der Schweiftdriisen durch die Globotriaosylceramid-
Ablagerungen wird eine verminderte Schweifsdriiseninnervation fiir die Schadigung
verantwortlich gemacht. |7]

Im Frithstadium der Erkrankung steht die Schmerzsymptomatik im Vordergrund,
welche sich in zwei Erscheinungsformen dufsern kann. Man kann die Fabry-Krisen
von den Akroparésthesien unterscheiden. Die Fabry-Krisen setzen akut ein, begin-
nen an den Extremititen und koénnen sich bis zum Rumpf ausbreiten. Sie dauern
meist einige Tage an. Diese Schmerzattacken konnen durch Stress, Miidigkeit oder
einen Wetterumschwung ausgelost werden. Die Akroparésthesien, ein schwer bren-
nender Schmerz in den Extremitéiten (zur Begriffsklarung siehe Kap. 2.5.1), sind im
Vergleich zu den Fabry-Krisen eher dauerhaft vorhanden und tragen mit zur verrin-
gerten korperlichen Belastbarkeit der Patienten bei. 9, 7]

Diese oben beschriebenen Schmerzattacken, die vom peripheren Nervensystem aus-
gehen, kénnen im Laufe der Erkrankung an Héaufigkeit und Intensitit abnehmen.
Dies erklirt man sich so, dass zum einen mit jeder stattgefundenen Attacke all-
mahlich ein Gewohnungseffekt auftritt. Noch mehr aber werden mit zunehmendem
Alter der Patienten die neuronalen Strukturen derart geschidigt, dass die intakten
schmerzvermittelnden Nervenfasern nicht mehr ausreichen, um einen Schmerzreiz
weiterzuleiten. [1]

Zudem ist das zentrale Nervensystem betroffen. Vor allem der ischdmische Schlag-
anfall ist mitverantwortlich fiir die verkiirzte Lebenserwartung bei Patienten mit
Morbus Fabry [7]. Auferdem konnen die Patienten transitorisch-ischémische Atta-
cken und zerebrale Perfusionsstorungen, die zu Wortfindungsstérungen und Gan-
gunsicherheit fiihren konnen, erleiden. Die Storungen des zentralen Nervensystems
treten im Gegensatz zu denen des peripheren Nervensystems erst im fortgeschrit-
tenen Stadium der Krankheit auf. Jedoch erleiden etwa ein Viertel aller Patienten

bereits vor ihrem 40. Lebensjahr zerebrovaskuldre Komplikationen. [1]

Die Haut kann bei Patienten mit Morbus Fabry ebenfalls von der Krankheit be-
troffen sein. Angiokeratome kommen vor allem in der Genitalregion, umbilical und
im Lendenbereich vor, selten im Bereich der Lippen und Mundschleimh&ute.

Aufserdem kommt es hiufig zu einer pathologischen Verdnderung des Auges. Oft



wird bei einer routineméfkigen Augenuntersuchung im Kindesalter eine Hornhaut-
tritbung (cornea verticillata) diagnostiziert. Bei der Cornea verticillata kommt es zu

einer Hornhauttriibung infolge von Speicherungsprozessen im Hornhautepithel. [10]

Ebenso wie die Multisystem-Manifestation ist die Auspriagung des Morbus Fa-
bry mannigfaltig. Aktuell werden beim Krankheitsbild Morbus Fabry der klassische
Typ und mehrere Varianten unterschieden [11, 12, 13]: Bei dem klassischen Typ
tritt die Erkrankung im ersten Lebensjahrzehnt zum Vorschein. Die typischen kli-
nischen Manifestationen beinhalten Angiokeratome, Hypohidrose, Schmerzattacken
und verschiedene kardiale, renale und neurologische Komplikationen, die letztend-
lich zu Niereninsuffizienz, Herzinsuffizienz und Schlaganféllen fithren. [14]

Neben diesem klassischen Phénotyp gibt es auch noch atypische Varianten. Bei
diesen Patienten liegt meist eine Restaktivitiat der alpha-Galaktosidase vor. Diese
Varianten beinhalten zum einen Mutationen, die nur ein Organ betreffen, zum ande-
ren gibt es aber auch Patienten, die vollig beschwerdefrei sind oder nur ganz leichte
Symptome zeigen. [15]

Bei der Organvariante gibt es wiederum zwei Untergruppen: die kardiale und die
renale Variante.

Bei der kardialen Variante kommt es hauptséchlich zu Sphingolipid-Ablagerungen
in den myokardialen Zellen, woraus eine Kardiomyopathie resultiert. Abgesehen von
einer milden Proteinurie, welche die Patienten im fortgeschrittenen Alter entwickeln,
ist bei dieser Variante ausschlieflich das Herz pathologisch verdndert.

Die renale Variante ist gekennzeichnet durch eine Niereninsuffizienz, wobei die an-
deren Manifestationsformen des Morbus Fabry fehlen. Eine weitere Untergruppe
der atypischen Varianten zeichnet sich durch eine fehlende Fabry-Symptomatik und
Organmanifestation aus. Hierzu zdhlen vor allem kiirzlich beschriebene Polymor-
phismen, also Genvarianten, deren Pathogenitét noch nicht geklart oder zweifelhaft
ist. |16]

Unter einem Polymorphismus versteht man das Vorhandensein von mehr als einem
Allel auf einem Genlocus. Die Auftretenshiufigkeit muss iiber einem Prozent liegen,

sonst spricht man von einer Mutation. |17]



1.3 Fragestellung der Arbeit

Um den Patienten die bestmogliche Therapie zu ermdglichen, miissen aufwendige
und zum Teil kostspielige Untersuchungen der einzelnen Organe durchgefiihrt wer-
den. Ein spezifischer Biomarker, der eine Genotyp-Phénotyp Relation voraussagen
wiirde, ist noch nicht bekannt. Die Diagnostik wird vor allem bei Frauen dadurch er-
schwert, dass ihre Aktivitdt der alpha-Galaktosidase oft nur leicht erniedrigt ist, sie
aber dennoch dhnlich schwere Symptome wie Méanner mit einer stark verringerten
Aktivitit zeigen kénnen [16]. Deshalb wére ein Biomarker hilfreich, mit dessen Hilfe
man die Patienten klassifizieren konnte und der einen Riickschluss vom Genotyp
auf den Phéanotyp zulassen wiirde. Fragestellungen der Arbeit waren daher: Ist es
moglich solch einen Biomarker zu finden, der die Methodik der Patientenerfassung
vereinfacht? Kann man mit einem aufwendigen klinischen Setting, Laboranalysen
und Genetikanalysen die Patienten nach den drei Typen bei Morbus Fabry (klassi-
scher Phanotyp, Organvariante und asymptomatische/fragliche Variante) einteilen,
um so die Vielzahl der Mutationen besser zu verstehen?

Wie bereits mehrfach erwéhnt, ist der Morbus Fabry eine sehr heterogenetische und
heterophénotypische Krankheit. Die Mutationen treten an beliebigen Stellen des
alpha-Galaktosidase A Gens auf. [16]

Die meisten Mutationen kommen spezifisch nur in einer Familie vor (private muta-
tions). [17]

Vor allem zwischen Ménnern und Frauen kann ein grofier Unterschied in der Schwe-
re der Krankheit vorliegen, obwohl die gleiche Mutation besteht. Auch hier stellen
sich viele Fragen: Kann man trotz dieser enormen Vielzahl an Mutationen und dem
grofsen Spektrum an Symptomen sowie deren Ausprigung, das bei ein und derselben
Mutation moglich ist, eine Genotyp-Phanotyp Relation herstellen?
Zusammenfassend soll die Frage geklart werden, ob es durch umfassende klinische
Beurteilung der Patienten und deren Verwandte moglich ist die Polymorphismen
von der klassischen Variante bzw. der Organ-Variante zu unterscheiden. Weiterhin
soll iiberpriift werden, ob man diese Fragestellung auch mittels eines einzigen Bio-

markers, dem Lyso Gb3, kldren kann.



2 Methoden

2.1 Studienpopulation

Es wurden insgesamt 124 konsekutive Patienten mit Morbus Fabry (51 Ménner) in
unsere Studie mit einbezogen. Alle wurden zwischen Mérz 2001 und Mérz 2010 in der
Fabry-Spezialambulanz des Universitatsklinikums Wiirzburg, welches als Kompetenz-
und Referenzzentrum fungiert, vorstellig. Keiner der Patienten erhielt vor Einschluss
in die Studie Enzymersatztherapie, so dass bei allen Patienten Baseline natural his-
tory Daten vorlagen.

Die Studie erfiillt die Prinzipien der Deklaration von Helsinki und wurde von der
ortlichen Ethikkommission genehmigt. Alle Patienten beziehungsweise deren Erzie-
hungsberechtigten wurden iiber die Studie aufgeklart und haben schriftlich ihr Ein-
verstandnis fiir die Teilnahme an der Studie gegeben. [16]

Um die Patienten nach dem Schweregrad der Krankheit einzuteilen, mit dem Ziel
eine eventuelle Korrelation zwischen Genotyp und Phinotyp herauszuarbeiten, ist
ein umfangreiches klinisches Setting unabdingbar. Hier wurden insgesamt 3 Schwer-
punkte gesetzt: das kardiologische, das nephrologische und das neurologische Organ-

system, einschlieflich der klinischen Symptomatik.

2.2 Zweiteiliger Aufbau der Studie

Die Studie besitzt einen zweiteiligen Aufbau:

Substudie I ist eine Evaluationsstudie, Substudie II eine Validierungsstudie. Pa-
tienten mit bereits bekannten Mutationen wurden in die Evaluationsstudie einge-
schlossen, neue Mutationen wurden der Validierungsstudie zugeteilt. Als bereits be-
kannt galten alle Mutationen, die in der OMIM-Datenbank, bei Pubmed oder der

Mutationen-Datenbank von Sakuraba aufgelistet sind.



Die Evaluationsstudie (Substudie I) beinhaltete 72 Patienten. Es wurden vier klini-
sche Doménen bei diesen Patienten beurteilt: das zentrale Nervensystem, das Herz,
die Nieren und die berichteten Fabry-Symptome durch die Patienten selbst. Das
Organstaging basierte auf den ausfiihrlichen klinischen Untersuchungen, die zum
Baseline Zeitpunkt durchgefiihrt wurden (vergleiche Tabelle 2.1). Jede der vier Do-
ménen wurde zusatzlich als ,nicht”, ,mild“ oder ,schwer® betroffen eingestuft.
Anschliefend wurden die Mutationen in zwei Gruppen unterteilt: Einer  klassischen
Mutation” wurden Mutationen mit klinisch relevantem Morbus Fabry zugeteilt, einer
satypischen Mutation® wurden alle Mutationen mit fraglicher Fabry Organbeteili-
gung und Mutationen, die keinerlei Organbeteiligung zeigten, zugewiesen. Wéhrend
bei dem oben beschriebenen Organstaging ausschlieflich die Untersuchungsbefun-
de des jeweiligen Patienten fiir die Evaluation genutzt wurden, basierte das Mu-
tationsstaging nicht nur auf der klinischen Evaluation jedes einzelnen Patienten,
sondern beinhaltete jegliche Information, die iiber diese Mutation verfiighar war.
Das bedeutet, dass neben dem klinischem Befund und dem score (DS 3, s.u.) des
jeweiligen Patienten zusitzliche Informationen aus dem Familienstammbaum und
der Analyse von bereits beschriebenen Patienten mit der gleichen Mutation genutzt
wurden. Eine Mutation wurde als klassisch definiert, wenn diese zu schwerwiegenden
Komplikationen in allen drei Organen (Herz, Nieren, Nervensystem) fiihrt. Zu den
schwerwiegenden Komplikationen z&hlen das renale Endstadium (Dialyse und renale
Transplantation), fortgeschrittene Kardiomyopathie, Schlaganfall und die transito-
rische ischdmische Attacke. Von einer renalen Beteiligung spricht man, wenn eine
verminderte glomerulédre Filtrationsrate (berechnete Nierenleistung <119 ml/min)
oder eine Proteinurie (Eiweifausscheidung >120 mg Protein/Tag) vorliegt. Eine kar-
diologische Beteiligung ist durch eine Hypertrophie oder eine Fibrose des Myokards
gekennzeichnet.

Eine fragwiirdige Organbeteiligung wurde als Beteiligung nur eines einzigen Or-
gans definiert. Jedoch musste die Ursache dieser Organbeteiligung nicht zwangslaufig
dem Morbus Fabry zugeordnet werden (zum Beispiel: Koexistenz von Hypertensi-
ver Herzkrankheit). Nach diesem Staging wurde das Lyso Gb3 bei jedem einzelnen
Patienten bestimmt. Zudem wurde ein Grenzwert des Lyso Gb3, der die klassischen
Mutationen von den atypischen Mutationen abgrenzt, bestimmt.

In die Validierungsstudie (Substudie IT) wurden 52 Patienten eingeschlossen, die bis-
her noch unbekannte Mutationen aufwiesen. Bei diesen Patienten wurde die gleiche
klinische Diagnostik wie bei den Patienten der Evaluationsstudie erhoben (verglei-
che Tabelle 2.1). Jedes Organsystem wurde wie oben beschrieben den Untertypen
zugeteilt, wobei die Lyso Gb3 Werte der Patienten noch nicht bekannt waren. An-



schliefend wurde bei allen Patienten der Validierungsstudie der Lyso Gb3 Wert
gemessen. Daraufthin wurden sie, je nachdem ob der Lyso Gb3 Wert iiber oder unter
dem Grenzwert der Evaluationsstudie lag, in zwei Gruppen eingeteilt. Die Einteilung
in die zwei Gruppen nach dem Lyso Gb3 Wert ersetzt also das Mutationsstaging

der Evaluationsstudie.

Durch dieses Vorgehen kann gezeigt werden, inwieweit die Lyso Gb3 Werte mit
dem klinischen Setting korrelieren und inwieweit eine Unterscheidung zwischen klas-

sischem Phénotyp und einer Variante mdoglich ist.

2.3 Kardiologische Parameter

2.3.1 Standardechokardiographie

Diese nicht invasive Untersuchungsmethode basiert auf der Bildgebung durch Ultra-
schallwellen mit einer Frequenz iiber 20 kHz und ist daher mit keinerlei Strahlenbe-
lastung fiir den Patienten verbunden. Sie ist ein zentraler Bestandteil der kardialen
Diagnostik bei Patienten mit Kardiomyopathien und mit Morbus Fabry im Beson-
deren. Fiir die echokardiographische Diagnostik wurde ein Vivid 7 der Firma GE,
Horten, Norway; 3.5 MHz, verwendet. [16]

Mittels M-Mode-Echokardiographie (parasternaler Langachsenschnitt mit M-Mode
in Hohe der Spitze der Mitralklappe) erfolgte die Bestimmung des linksventrikulé-
ren enddiastolischen Durchmessers (LVEDD), der enddiastolischen Dicke der Hin-
terwand (PWT) und des Septums.

Beim M-Mode wird die Bewegung des Gewebes entlang eines gedachten Strahls
erfasst. Es ist also eine eindimensionale Abbildung der Amplitude (y-Achse), aufge-
tragen gegen die Zeit (x-Achse) [18]. ,.Die Amplitudenhéhe wird in Grauténe umge-
rechnet. Ein parallel aufgezeichnetes Elektrokardiogramm dient als zeitlicher Orien-
tierungsmafstab.” [4]

Die myokardiale Masse des linken Ventrikels (LV) wurde mit der Devereux-Formel
berechnet. Die Ejektionsfraktion (EF) wurde mit der modifizierten Simpson-Methode
bestimmt. [16]

Ein Pulsdoppler wurde verwendet, um das Verhéltnis E-Welle/A-Welle (E/A), ein

wichtiger diastolischer Parameter, zu bestimmen. Die E-Welle reprisentiert die friithe



diastolische Fiillung und damit den passiven Bluteinstrom in den linken Ventrikel
wiahrend der Entspannung des linken Vorhofs. Die A-Welle entsteht wihrend der
spaten diastolischen Fiillung, d.h. wiahrend der Vorhofkontraktion. Mit dem oben
genannten Pulsdoppler wurde der Einstrom iiber der Mitralklappe zu den entspre-
chenden Zeitpunkten gemessen und ins Verhéltnis gesetzt. Das Verhéltnis E/A liegt
in der Regel iiber 1,6 [19]. Somit ist bei einem gesunden Herzen der passive Einstrom
groker als die aktive Pumpleistung [20, 4].

Des Weiteren wurde die Dezelerationszeit (DT) als diastolischer Parameter be-
stimmt. DT ist das Zeitintervall, in welchem die Blutgeschwindigkeit (der E-Welle)
vom Maximum auf null absinkt, d.h. die Zeit, die der linke Ventrikel zur Entspan-
nung braucht [21]. Insgesamt wird die Stérung der diastolischen Dysfunktion in 3
Grade eingeteilt: Grad I bezeichnet eine Relaxationsstorung; bei Grad Il spricht man
von einer pseudonormalen Fiillung; Grad III meint eine restriktive Fiillung [22]. Man
kann zwei mogliche Ursachen fiir eine diastolische Dysfunktion unterscheiden: Zum
einen konnen Storungen der aktiven Relaxation vorliegen, zum anderen kann ein me-
chanischer Widerstand gegeniiber Dehnung und Fiillung die Dysfunktion bedingen.
Durch die Verzogerung der aktiven Relaxation des Ventrikels kommt es zu einem
verspiteten friihdiastolischen Druckabfall, was wiederum zu einem verzogerten Be-
ginn der passiven friihdiastolischen Ventrikelfiillung fiihrt. Zudem kommt es neben
der beschriebenen Relaxationsstorung zu einer verminderten Compliance, also einer
erhohten Ventrikelsteifigkeit. |23, 24|

2.3.2 Strain (Rate) Imaging

Neben der Standardechokardiographie haben sich in letzter Zeit verschiedene Ver-
fahren, die die Deformation des Herzens messen, etabliert. Diese Methoden liefern
weitere Einblicke in die Struktur und Funktion des Myokards, obwohl die Echokar-
diographie ein nicht-invasives Untersuchungsverfahren ist und daher keine histologi-
schen Analysen ermoglicht. Mittels des sogenannten Strain und Strain Rate Imaging
ist es moglich das Ausmaf (Strain) bzw. die Geschwindigkeit (Strain Rate) globaler
Herzbewegungen auszumessen, sowie Deformationen in einer bestimmten Herzregi-
on zu analysieren. Ein Verfahren, welches diese Informationen liefert, ist der Gewe-
bedoppler. Eine Anwendung dessen ist das Strain bzw. Strain Rate Imaging. Das
Strain Rate Imaging ist geeignet, die Myokardvitalitit zu beurteilen, da hier ,jin Fr-

gianzung zu den Geschwindigkeitsinformationen lokale Kontraktionsmafse bestimmt
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werden” [25]. Das heift, dass es mit dieser Methode moglich ist die Eigenbewegung
des Myokards zu beurteilen. Dies ist gegeniiber der reinen Geschwindigkeitsmessung
von Vorteil, da die Gesamtbewegung des Herzens unter anderem durch die Atemver-
schieblichkeit oder durch die Authingung an benachbarten Strukturen beeinflusst
wird (tethering effects) [26]. Des Weiteren konnen eine verdrehte Herzachse oder ein
falscher Anschallwinkel das Ergebnis verfilschen [27].

,Die Unterscheidung zwischen Bewegung und regionaler Deformation ist daher von
entscheidender Bedeutung.” Mittels Strain und Strain Rate Imaging kann man die-
se regionale Deformation bestimmen. Die Strain Rate ist eine Geschwindigkeit und
gibt die Verformung pro Zeiteinheit wieder. ,Eine Wandverdickung ergibt in radialer
Richtung eine positive Strain Rate, eine Wandverdiinnung eine negative.* [4]
Mittels Gewebedoppler wurden vom interventrikuldren Septum und von der latera-
len Wand des linken Ventrikels die Strain Rate Kurven aufgenommen, um die longi-
tudinale Funktion beurteilen zu kénnen (GE Vingmed Vivid 7, Horten, Norway; 3.5
MHz). Alle Daten wurden mit der zugehorigen Software analysiert (Echopac®), GE
Ultrasound). Aus den Kurven des apikalen Septums und der basalen Lateralwand
wurden die spitzensystolischen Werte bestimmt. [16]

Es wurden diese beiden Bereiche des Herzens ausgewéhlt, weil aus fritheren Studien
iiber die Fabry Kardiomyopathie bekannt ist, dass der apikale Bereich des Septums
nie von einer Fibrose betroffen ist, wihrend der basale Bereich der lateralen Wand
im Normalfall der Bereich ist, in welchem die Fibrose beim Morbus Fabry beginnt.
[28, 29, 30| Alle echokardiographischen Daten wurden unabhéngig von den MRT

Daten erhoben.

2.3.3 Magnetresonanztomographie

Mit der kardialen Magnetresonanztomographie (MRT) lésst sich ebenfalls die fiir
Morbus Fabry typische linksventrikuldare Hypertrophie nachweisen. Ein besonderer
Vorteil dieser Methode ist, dass die linksventrikulire Masse sehr genau quantifiziert
werden kann. Bei betroffenen Patienten betrdgt diese haufig iiber 200 g (Normal-
werte < 120 g). Neben der Beurteilung der kardialen Masse kann mittels kardialem
MRT auch ein sogenanntes ,Late Enhancement* nachgewiesen werden [1]:

Nach Gabe eines MR-Kontrastmittels kann es im zeitlichen Verlauf zu einer Kon-
trastmittelanreicherung im Myokard kommen, welches sich im Bild signalstark

(weif) darstellt. Die stirkste Signalanhebung beobachtet man nach ca. 15 Minu-
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ten, deshalb spricht man von einer spéiten Signalanhebung bzw. von einem Late
Enhancement (LE) [31].

Dieses Late Enhancement deutet auf eine Fibrosierung des Myokards hin [1]|. Dar-
unter versteht man eine pathologische Vermehrung von Bindegewebszellen.

Um das Fortschreiten der Krankheit zu beurteilen und um nachzuweisen, ob sich
aus der Hypertrophie schon eine Fibrose entwickelt hat, ist die Magnetresonanzto-
mographie als nicht-invasive Untersuchungsmethode unabdingbar.

Es wurde Gadolinium als Kontrastmittel verwendet. Um Verdnderungen der Ge-
webestruktur im linken Ventrikel zu diagnostizieren, wurde die Late Enhancement
Technik mit folgendem Setting angewendet: 8mm Schichtdicke, Atem angehalten,
kurze Herz-Achse. Die Bilder entstanden, indem wir eine Inversion-Recovery-
Sequenz benutzten (Sichtfeld 240x320 mm?; Matrix 165x256). Mit der Kurz-Achsen-
Ansicht von den basalen, mittleren und apikalen Segmenten, die den ganzen Ven-
trikel abdeckten, konnte quantitativ das LE beurteilt werden. Mittels dieser oben
beschriebenen LE-Technik konnte fiir jedes Segment im linken Ventrikel mit dem
Standard-17-Segment-Model das Vorliegen einer Fibrose iiberpriift werden. Alle MRT-
Daten wurden unabhéngig von den echokardiographischen Ergebnissen ausgewertet.
[16]

2.4 Nephrologische Parameter

2.4.1 Proteinurie

Neben dem Herzen sind die Nieren am stirksten von der Fabry Krankheit betroffen.
Um die Nierenfunktion zu beurteilen, wurden getestet, ob eine Proteinurie vorliegt.
Hierzu wurde im 24-Stunden-Sammelurin die Menge an ausgeschiedenen Proteinen
bestimmt. Die Proteinurie hat sich als wichtiger prognostischer Faktor in der Fabry
Erkrankung erwiesen. [32]

Des Weiteren wurde untersucht, ob bei den Patienten eine Albuminurie vorliegt
(>30 mg Protein/Tag).
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2.4.2 DTPA-Clearance

Diethylentriaminpentaacetat (DTPA) ist ein Radiopharmakon und wird bei der Nie-
renszintigraphie eingesetzt. Es wird ausschliefslich glomerular filtriert [33].

Bei der Nierenszintigraphie wird dieser radioaktiv markierte Stoff (Tracer) dem Pa-
tienten zugefiihrt. Dieser sendet dann Gamma-Strahlen aus, die mit einer speziellen
Gammakamera sichtbar gemacht werden kénnen. Grundsitzlich unterscheidet man
zwei Arten der Nierenszintigraphie: die statische und die dynamische. Wéhrend die
statische vor allem fiir die Darstellung etwaiger Anomalien der Nieren geeignet ist,
kann mit der dynamischen Nierenszintigraphie die Nierenfunktion gut beurteilt wer-
den. So ist es beispielsweise moglich die glomerulire Filtrationsrate (GFR) aus der
DTPA-Clearance zu bestimmen, viel genauer, als dies mit der Creatinin-Naherung
moglich wére. Mit der GFR kann man die Nierenfunktion in die fiinf Stadien der
Niereninsuffizienz einteilen: Normal ist eine Filtrationsrate von mehr als 119 ml/min.
Im Stadium 1 der Niereninsuffizienz betrigt die Filtrationsrate nur 90-119 ml/min;
im zweiten Stadium werden Werte zwischen 60 ml/min und 89 ml/min erreicht; im
Stadium 3 liegt sie nur noch bei 30-59 ml/min; im Stadium 4 besteht noch keine
Dialysepflicht (<30 ml/min) und dialysepflichtige bzw. nierentransplantierte Pati-
enten werden in Stadium 5 eingestuft (<30 ml/min).|34]

Mit der Nierenszintigraphie ist es moglich beide Nieren getrennt voneinander zu
beurteilen [35].

2.4.3 Nierenbiopsie

Bei 20% unseres Patientenkollektivs wurde eine Nierenbiopsie zur histologischen
Beurteilung der Globotriaosylablagerungen durchgefiihrt. Dadurch ldsst sich eine
prizise Aussage iiber die Stirke der Organbeteiligung und das Krankheitsstadium
machen. [1]

Dies ist dann sinnvoll, wenn Zweifel iiber die Atiologie der Nierenbeteiligung beste-
hen. Ferner ist, ,da Fabry-Patienten auch andere Formen primérer Nierenerkrankun-
gen aufweisen konnen, |...| eine Nierenbiopsie bei Patienten mit atypischer Manifes-

tation zu empfehlen (z.B. normale Nierenfunktion und nephrotisches Syndrom).“[36]
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2.5 Neurologische Parameter

2.5.1 Akroparasthesien

Die brennenden Schmerzen in den Extremitéten sind eines der frithen Symptome
des Morbus Fabry, die oft bereits in der Kindheit beginnen. Diese werden gewhn-
lich als Akroparésthesien bezeichnet. Dieser Ausdruck ist eigentlich nicht korrekt,
da eine Akroparésthesie eine Pardsthesie in den Akren bezeichnet. Eine Parasthesie
wiederum ist definiert als eine nicht schmerzhafte Missempfindung.|7]

Die Patienten berichten allerdings von stark brennenden Schmerzen in den Akren,
welche durch fiebrige Infektionen oder Stress ausgelost werden kdnnen.

Die Schmerzen konnen wenige Minuten bis mehrere Tage andauern. In der frithen
Phase der Erkrankung sind die Schmerzen vor allem auf die Akren beschrénkt, neh-
men allerdings im weiteren Verlauf immer mehr nach proximal zu.[1]

Etwa 80% der Patienten leiden bereits in den ersten beiden Lebensjahrzehnten unter
den schmerzhaften Attacken [37]. Daher ist es besonders wichtig die Akroparésthesi-
en richtig einzuordnen, da diese erste Hinweise auf eine eventuelle Fabry-Erkrankung
liefern konnen. Je frither man die Diagnose stellt, desto bessere Therapieerfolge kann
man sich erhoffen, und desto eher konnen irreversible Organschiden vermieden bzw.
herausgezogert werden.

Wie in Kapitel 1.2 lassen die Schmerzen meist mit zunehmendem Alter an Intensitét
und Héufigkeit nach, weshalb die gezielte Frage nach brennenden Schmerzen in der
Kindheit in der Anamnese besonders wichtig ist.

Die Neuropathie, unter der Patienten mit Morbus Fabry leiden, betrifft vor allem
die C-Fasern und die Ad-Fasern (small-fiber Neuropathie). Die neurophysiologischen
Tests, die standardmaéfig gemacht werden, erfassen meist nur die schnell leitenden
myelinisierten Aa- und AS-Fasern. Daher miissen bei Fabry-Patienten zusatzliche
Tests Anwendung finden, welche die diinnen Nervenfasern beinhalten.|7]

Eine sehr sensitive Diagnostik, um eine small fiber Neuropathie zu erkennen, ist mit
Hilfe einer Hautbiopsie moglich, indem man histologisch die Quantitit der Hautin-

nervation bestimmt.|38]
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2.5.2 Hypohidrose

Die Hypohidrose zahlt neben den Akropardsthesien und abdominellen Beschwerden
ebenfalls zu den Symptomen, die im Kinder-/Jugendalter auftreten [39].

Die genaue Ursache fiir die verminderte Fahigkeit zu Schwitzen ist, wie bereits oben
beschrieben, noch nicht abschliekend geklart. Zum einen kénnten Globotriaosylabla-
gerungen in den Schweifdriisen eine Rolle spielen, zum anderen wird eine verminder-
te Innervation der Schweifsdriisen diskutiert. Aufgrund der Hypohidrose haben die
Patienten oft eine ausgepriagte Hitze- bzw. Kalteintoleranz. Deshalb kénnen betrof-
fene Kinder oft nicht in vollem Mafe am Schulsport teilnehmen und sind aufgrund

der Schmerzen in ihrer Lebensqualitit stark beeintrichtigt.

2.5.3 Akute und chronische Schmerzen

Mit Hilfe der ,Brief Pain Inventory* (BPI) Befragung, die Fragen beziiglich der
Einschriankung im téglichen Leben beinhaltet, wurden Qualitdt und Quantitat der
Schmerzen des Patienten erfragt. Dieser Fragebogen gilt als der Goldstandard bei der
Beurteilung von Schmerzen bei Morbus Fabry und anderen chronischen
Krankheiten. [40]

Zudem priiften wir, ob eine Hitzeintoleranz vorliegt oder ob die Patienten Schmerzen
bei Belastung verspiiren. Aufserdem befragten wir die Patienten, ob eine medikamen-
tose Schmerztherapie bestehe.

Die neuropathischen Schmerzen manifestieren sich als eines der ersten Symptome
und vermindern die Lebensqualitét der Patienten oft erheblich. Dabei kann man die
so genannten ,Fabry-Krisen“ mit starken, akuten Schmerzen von den chronischen
Schmerzen unterscheiden. Die Schmerzen miissen nicht nur auf die Extremitéiten
beschrinkt sein. Sie kénnen auch Gelenke oder den Riicken betreffen. Patienten mit
Morbus Fabry sind daher zum Teil nur gering kérperlich belastbar, was sie in ihrem
Privat- und Berufsleben einschrénkt.[41, 42]

Zusatzlich leiden die Patienten unter gastrointestinalen Beschwerden, welche Bauch-
schmerzen, Diarrhd und Ubelkeit beinhalten. Die gastrointestinale Beteiligung der
Patienten in unserer Kohorte haben wir ebenfalls mit einem entsprechenden Frage-

bogen ermittelt.
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2.5.4 TIA (Transitorische ischamische Attacke)

Die schwerwiegendsten neurologischen Komplikationen bei Morbus Fabry sind die
TIA und der Schlaganfall. Bei 25% der Patienten findet ein zerebrovaskuléres Er-
eignis im Verlauf der Erkrankung statt (mittleres Alter bei Mannern bei Ereignis:
34 Jahre, bei Frauen: 54 Jahre).|43]

Definitionsgeméf bilden sich bei der TIA alle neurologischen Ausfille innerhalb von
24 Stunden zuriick. Die Symptome dhneln denen des Schlaganfalls. Auch Wortfin-
dungsstorungen und Dysphasie konnen auftreten. Urséchlich ist eine Durchblutungs-
storung im Gehirn. Daher wurden die zufiihrenden Arterien des Gehirns unserer
Patienten mittels Ultraschall untersucht. White matter lesions sind im MRT sicht-
bare Schiden an weiflen Gehirnzellen. Patienten, die solche white matter lesions
aufweisen, haben ein signifikant erhohtes Risiko eine TIA oder einen Schlaganfall
zu erleiden [44]. Trotzdem ist es immer noch schwierig das Risiko fiir ein zerebrales

Ereignis abzuschétzen [45].

2.5.5 Craniales MRT

Allgemein versteht man unter einer zerebralen Mikroangiopathie eine Erkrankung
der kleinen Hirngefifse, die zu Hirnparenchymlésionen fiihren. Mittels craniellem
MRT (cMRT) konnen diese mikroangiopathischen L#sionen sichtbar gemacht wer-
den. Diese finden sich vor allem im periventrikuldren Marklager. Auch Gefifiektasien
der Arteria basilaris und der Arteriae vertebrales konnen mittels cMRT nachgewie-

sen werden.|[46]

2.5.6 Schlaganfall

Eine TIA geht einem Insult haufig voraus. Der Mechanismus, der dem Schlaganfall
bei Morbus Fabry unterliegt, ist noch nicht vollstdandig gekldrt. Die primére Ursache
sieht man heute in der zunehmenden Globotriaosylablagerung in den intrakraniellen
Blutgefafien. Daneben werden eine abnorme Blutflussgeschwindigkeit im Gehirn, ein
prothrombotischer Zustand und eine erhohte Produktion von Sauerstoff Radikalen
angeschuldet.|45]

Allgemein gilt in der Gesamtbevilkerung ein Insult — unabhéngig von einer Fabry

Erkrankung — als ein Ereignis, das erst in héherem Alter auftritt. Jedoch kénnen
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auch junge Erwachsene, sogar Kinder, betroffen sein. Weltweit erleiden 9 bis 14
junge Erwachsene (Alter 16-55) von 100 000 Leuten einen Schlaganfall. Bei etwa
27% der Schlaganfille kennt man die Ursache nicht. Vor allem bei jungen Patienten
bleibt der Grund fiir die Durchblutungsstérung im Gehirn meist offen. Auch hier
muss immer an Morbus Fabry als Ursache des Schlaganfalls gedacht werden. Man
nimmt an, dass 50% aller Fabry-Patienten mit klassischem Phanotyp mindestens ein
zerebrovaskulédres FEreignis wihrend ihrer Krankengeschichte erfahren haben, bevor
sie die Diagnose Morbus Fabry erhielten.|47]

Deshalb wurden alle Patienten nach einer positiven Insult bzw. TIA-Anamnese be-

fragt.

In Tabelle 2.1 wurden alle Untersuchungen, die zum Baseline Zeitpunkt durchge-
fiihrt wurden aufgelistet. Die letzte Spalte gibt den Prozentsatz der Patienten an,

die mit dieser Methode untersucht wurden.

2.6 Globotriaosylsphingosin (Lyso Gb3)

Die iibliche Vorgehensweise bei der Diagnosefindung des Morbus Fabry beinhal-
tet vier Bereiche: Die genetische Entschliisselung der Mutation, die Bestimmung
der Aktivitdt der alpha-Galaktosidase, die Erfassung der klinischen Symptome und
nachweisbaren Organmanifestation. Nur, wenn man alle Informationen aus diesen
vier Bereichen vereint, kann bei ,positivem Ausfall* die Diagnose Morbus Fabry ge-
stellt werden.|[16]

Aufgrund dieser Tatsache wire es enorm hilfreich die Diagnostik durch Bestimmung
eines einzelnen Biomarkers zu vereinfachen.

Lyso Gb3 konnte hierzu entscheidend beitragen und vor allem hilfreich fiir die Un-
terscheidung eines atypischen und eines klassischen Phinotyps sein.

Lyso Gb3 ist ein Stoffwechselprodukt, welches bei dem Abbau von Glykosphingo-
lipiden anfillt. Ist die Aktivitdt der alpha-Galaktosidase - wie bei Morbus Fabry -
eingeschrinkt, lassen sich erhéhte Level von Lyso Gb3 im Plasma nachweisen.

Die ersten, die zeigen konnten, dass Lyso Gb3 im Plasma von betroffenen méannli-
chen Patienten erhéht war, waren Aerts et al. im Jahr 2008. Des Weiteren wiesen
sie nach, dass mittels Enzymersatztherapie das Lyso Gb3 Level reduziert werden
konnte und dass Lyso Gb3 die Aktivitidt der alpha-Galaktosidase hemmt.[48]
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Organ/Domiéne Untersuchung/Parameter ~ Durchgefiihrt (%)
Anamnese Symptome, Beginn der 100%
Symptome, Familienana-
mnese
Arztliche Untersuchung  Routineuntersuchung, 100%
Grofse, Gewicht, Blut-
druck, Herzfrequenz
Kardiologie
Elektrokardiographie ~ Ruhe-EKG, Fahrrad- 100%
Belastungs-EKG, 24-
Stunden EKG
Echokardiographie Standard, Strain Rate Ima- 100%
ging, speckle tracking
Kardiales MRT Standard, Late Enhance- 80%
ment Bildgebung
Spiroergometrie Korperliche  Leistungsfa- 20%
higkeit, maximale Sauer-
stoffaufnahme, VOq
Neurologie
Standard Untersuchung, Anamnese, 100%
Schmerzstirke, Polyneuro-
pathie Test, quantitative
sensoneurologische Tests
Fortgeschritten Biopsien 50%
Ultraschall Hirnarterien 100%
Niere
Standard Proteinurie, Urinanalyse, 100%
DTPA-Clearance
Fortgeschritten Nierenbiopsie 20%
Labor
Komplette Einstellung inklusive BNP, Cystatin C 100%
Respiratorisches System  Lungenfunktionspriifung, 90%
Blutanalyse
Disease Severity Score DS 3 100%
Andere Disziplinen Hals-Nasen- 50-60%
Ohrenheilkunde, Der-

matologie, Ophthalmologie

Tabelle 2.1: Untersuchungen zum Baseline Zeitpunkt.
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Die Lyso Gb3 Werte wurden von einem externen Labor von Professor Rolfs in Ro-
stock ermittelt. Diese Analysen wurden analog einer Methode von Aerts durchge-
fiihrt. Diese funktioniert folgendermafsen:

Um das Lyso Gb3 der Fabry Patienten zu bestimmen, werden 50 pl Aliquots aller
Proben fiir die Probenpréaparation verwendet. Als Referenz werden Lyso Ceramide
verwendet  (Matreya LLC, Pleasant Gap, PA, USA) und D5-
Fluticasonproprionat (EJY Tech, Inc., Rockville, MD, USA) als interner Standard
festgesetzt.|16]

Um das Lyso Gb3 zu quantifizieren, werden zu 100 pl Plasma 50 pul Wasser hinzu-
gefiigt. Die Fette werden mit 900 pul eines Gemisches aus Chloroform und Methanol
extrahiert. Nach Zentrifugieren der Probe wird der Uberstand abgetragen. Zu die-
sem Uberstand werden 0,3 ml Chloroform und 0,45 ml Wasser hinzugefiigt. Nach
dem Vermischen werden die Phasen nach erneuter Zentrifugation getrennt. Die obere
Phase wird entfernt und die untere Chloroform Phase wird erneut mit 1,2 ml Me-
thanol/Wasser im gleichen Volumenverhéltnis extrahiert. Die kombinierten oberen
Phasen werden getrocknet und anschliefend in 1 ml Wasser gegeben. Die Wasserpha-
se wird zweimal extrahiert mittels 1 ml wassergesattigtem 1-Butanol. Die Butanol
Phase wird getrocknet und in 120 pul Methanol gelst. Von dieser Probe werden 50 pl
getrocknet. Das Lyso Gb3 wird mit dem Fluoreszenzfarbstoff Orthophthal-Aldehyd
(OPA) vermischt. Das OPA-derivatisierte Lyso Gb3 wird mittels HPLC (Hochleis-
tungsfliissigkeitschromatographie, engl. high performance liquid chromatography)

getrennt und durch Fluoreszenz detektiert.|[48]
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Daten des Patientenkollektivs

Es wurden die klinischen Daten der 124 Patienten ausgewertet und in Tabelle 3.1
auf Seite 30 aufgelistet.

Sie wurde nach dem Geschlecht unterteilt und enthilt neben allgemeinen Daten (Al-
ter, Geschlecht, BMI) die klinischen Manifestationen des Morbus Fabry. Hierbei fallt
auf, dass die Ménner bei den Symptomen haufiger betroffen waren. Lediglich bei den
Akroparésthesien waren gleich viele Manner wie Frauen betroffen. Die Aktivitéat der
alpha-Galaktosidase lag bei den Ménnern deutlich unter der der Frauen (Mé&nner:
0,06+0,11 nmol/min/mg Protein; Frauen: 0,324+0,36 nmol/min/mg Protein).
Interessant sind vor allem die Lyso Gb3 Werte, die unter den Méannern und Frauen
stark differierten (Méanner: 67,8+35,9 ng/ml; Frauen: 6,3+4,7 ng/ml).

Die alpha-Galaktosidase-Aktivitdt war bei Mannern im Vergleich zu Frauen si-
gnifikant niedriger, die Lyso Gb3 Werte signifikant hoher. Allgemein waren Ménner
stiarker von den Fabry Symptomen betroffen als Frauen. Auch schwerwiegende Or-
ganbeteiligungen und das Endstadium der Erkrankung (z.B. Dialyse, Nierentrans-
plantation) war bei Ménnern 6fter vorhanden (vergleiche Tab. 3.1). Bei insgesamt 13
Patienten trat im Verlauf ihrer Erkrankung ein Schlaganfall auf, acht Patienten hat-
ten bei Eintritt in die Studie bereits eine transitorische ischdmische Attacke erlitten.
49 Patienten wiesen eine klassische Fabry Kardiomyopathie auf. Bei 20 Patienten
konnten fortschreitende Verdnderungen im Sinne einer beginnenden Kardiomyopa-
thie oder andere leichte morphologische Verdnderungen, die auch auf andere Griinde
als eine Fabry-Erkrankung zuriickzufiihren sein kénnen bzw. nicht von Fabry ver-
ursacht sind (z.B. hypertensive Herzkrankheit), festgestellt werden. 47 Patienten
wiesen eine fortgeschrittene Nierenbeteiligung auf, wihrend bei 25 Patienten eine

leichte Organbeteiligung diagnostiziert wurde, die nicht unbedingt auf die Erkran-
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kung Morbus Fabry zuriickzufiihren ist.

Die klinische Manifestation war sehr uneinheitlich. Sogar bei Patienten einer Fami-
lie variierte die Beteiligung von gar keiner bis hin zu Manifestationen in allen drei
Organsystemen. Die typischen Fabry Symptome kamen dabei sowohl bei Patienten

ohne Organbeteiligung als auch bei schwer betroffenen Patienten vor.

3.2 Alpha-Galaktosidase A Mutationen bei Morbus
Fabry

Das alpha-Galaktosidase A Gen sitzt auf dem X-Chromosom und ist in sieben Ex-
ons untergliedert. Bisher sind iiber 600 Mutationen des alpha-Galaktosidase Gens
bekannt, welche die Erkrankung Morbus Fabry verursachen.[12]

Es finden sich sogenannte ,missense Mutationen, die sinnverdndernd fungieren und
damit fiir eine andere Aminosdure codieren, auferdem ,nonsense” Mutationen, wel-
che sinnentstellend sind und demnach ein Stopcodon codieren und zum Abbruch der
Translation fiihren, auferdem Punktmutationen, Deletionen und Insertionen, oder
Rearrangements, bei denen definierte Abschnitte iiber eine bestimmte Linge im Gen
ausgetauscht werden. Des Weiteren kann es zu Fehlern beim Splicing kommen.|49]

Die Kodierungsregion des alpha-Galaktosidase A Gens besteht aus 1290 Basenpaa-
ren und codiert ein Polypeptid aus 429 Aminosduren. Wie oben bereits erlautert,
ist der Grofteil der bisher bekannten Mutationen meist spezifisch nur in einer Fami-
lie vorhanden (private mutations). Obwohl die Mehrheit der Punktmutationen das
CpG-Dinukleotid betreffen, gibt es dennoch keinen offensichtlichen ,hot spot* fiir
die Punktmutationen. Exon 7, das 22% der kodierenden Region ausmacht, scheint
besonders anfillig fiir ,,short length rearrangements“ zu sein, da ein Drittel der ,short-
length rearrangements* dort auftreten.|[17]

Bereits eine einzige Punktmutation kann zu der Erkrankung Morbus Fabry fiih-
ren [13].

Die Mutationen, die in dieser Studie ermittelt wurden sind in der Abbildung 3.1 zu-
sammengefasst. Es wurde die gingige Nomenklatur fiir die Bezeichnung von Muta-
tionen verwendet: Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G), Thymin (T) bezeichnen die
vier verschiedenen Basen der DNA. ¢ steht fiir cDNA (complementary DNA). Die
Bezeichnung von DNA-Verdnderungen beginnt mit einer Nummer, wihrend Verin-

derungen im Protein mit einem Buchstaben anfangen. 100 C>T bedeutet demnach,
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dass die Base Cytosin durch die Base Thymin an der Position 100 ersetzt wurde.
[17]. Des Weiteren wurde der gingige Einbuchstabencode fiir die Verdnderungen in
der Proteinstruktur verwendet.

Die Abbildung entspricht einem gezeichneten alpha-Galaktosidase Gen mit den zu-
gehorigen Exons und Introns. Die Position der Markierung einer Mutation entspricht
dem Ort der Mutation auf dem Gen. Eine Intron-Mutation ist grau markiert, eine

Exon-Mutation ist schwarz gekennzeichnet.
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Abbildung 3.1: Art und Lokalisation aller Mutationen, die in dieser Studie
ermittelt wurden. Auf dem gezeichneten alpha-Galaktosidase Gen wurden Exons
und Introns eingezeichnet. Intron-Mutationen wurden grau, Exon-Mutationen
schwarz markiert. Promotor (P). Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G), Thymin
(T), cDNA /komplementidre DNA (c). Es gilt der géngige Einbuchstabencode fiir
die Verdnderungen in der Proteinstruktur.

3.3 Evaluationsstudie (Substudie I)

55 Patienten konnten der ,klassischen Mutation“ zugeordnet werden (vergleiche
Methodikteil). Bei 17 Patienten dagegen wurde eine ,atypische Mutation“ festge-
stellt. Der Lyso Gb3 Wert in diesen beiden Gruppen war signifikant unterschiedlich:
JIKlassische Mutationen: 43,94+41,7 ng/ml,  Atypische Mutationen*: 0,94-0,8 ng/ml,
p<0,0001.

Interessanterweise hatten alle Patienten mit einer atypischen Mutation niedrigere
Lyso Gb3 Werte als alle Patienten der Gruppe mit den klassischen Mutationen. Der

22



niedrigste Wert in der Gruppe der klassischen Mutationen war 2,5 ng/ml, wahrend
der hochste Wert in der atypischen Mutationen-Gruppe bei 2,8 ng/ml lag. Daher
wurde der Grenzwert, welcher die beiden Gruppen voneinander trennt, entsprechend

der optimalen Sensitivitdt und Spezifitat auf 2,6 ng/ml festgelegt.
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Abbildung 3.2: Alle Patienten mit einer bereits beschriebenen alpha-
Galaktosidase A Mutation sind entsprechend ihrer Klassifikation (klassisch und
atypisch) gezeigt. Auf der y-Achse ist die Hohe des Lyso Gb3 Wertes aufgetragen.
Fiir die genaue Form- und Farbgebung siehe Text.

In Abbildung 3.2 sind alle Patienten mit bereits in der Literatur beschriebenen
Mutationen aufgelistet. Die Zugehorigkeit zu einer atypischen bzw. klassischen Mu-
tation ist durch die Kastenfarbe gekennzeichnet (schwarzer Kasten = klassisch, roter
Kasten = atypisch). Die Lyso Gb3 Werte wurden auf der y-Achse aufgetragen.
Des Weiteren zeigt die Abbildung die Beteiligung der drei Hauptmanifestationen
(rot = Herz, gelb = Niere, griin = ZNS) und die vom Patienten berichteten Sym-
ptome (blau) fiir jeden einzelnen Patienten. Jede Saule gibt ausschlieflich die In-
formationen des Patienten wieder und enthilt demnach keine Informationen iiber
Verwandte oder andere Patienten mit der gleichen Mutation. Die H6he eines Bal-
kens entspricht dem gemessenen Level des Lyso Gb3. Voll ausgefiillt rote (Herz) oder
gelbe (Niere) Segmente des Balkens symbolisieren eine typische kardiale oder renale
Beteiligung. Die schraffierten Segmente in rot (Herz) und gelb (Niere) stehen fiir
eine Organbeteiligung, die nicht unbedingt auf Morbus Fabry zuriick zu fiihren ist
oder die sich noch im Friihstadium befindet. Ein voll ausgefiillter griiner Balken be-
deutet, dass dieser Patient einen Schlaganfall erlitten hat, griin schraffiert steht fiir
eine erlittene transitorische ischdmische Attacke. Blau ausgefiillte Segmente kenn-

zeichnen schwere Symptome, die schraffierten blauen Segmente symbolisieren milde
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Symptome (Symptome, die eventuell mit der Fabry Erkrankung in Verbindung ste-
hen). Die Nummer unter jeder Séule steht fiir das Alter, mit welchem die Patienten
das erste Mal in unserem Zentrum vorstellig wurden. Bei Mannern wurde die Num-

mer unterstrichen.

Demnach kann man iiber den Patienten ganz rechts in der Graphik mit dem
hochsten Lyso Gb3 Wert folgende Informationen ablesen: Er ist ménnlich, wurde
mit 21 Jahren das erste Mal in unserem Zentrum vorstellig und hat eine klassische
Mutation. Er leidet unter schweren Symptomen, die mit der Erkrankung Morbus
Fabry einhergehen, also Akroparisthesien, chronische oder akute Schmerzen, Diar-
rh6, Hypohidrose etc. (s.0). Auferdem ist bei ihm eine typische renale Beteiligung
diagnostiziert. Die kardialen Symptome dagegen befinden sich noch im Anfangssta-
dium oder sind nicht zwangsldufig mit Morbus Fabry assoziiert.

Bei dem Patienten ganz links, also mit dem niedrigsten Lyso Gb3 Wert dagegen,
handelt es sich um einen ménnlichen Patienten mit einer atypischen Mutation, der
im Alter von 51 Jahren das erste Mal vorstellig wurde. Dieser Patient leidet unter
keinerlei typischen Morbus Fabry Symptomen und weist keine Beteiligung der drei
Hauptorgane (Herz, Niere, ZNS) auf.

Interessant zu sehen ist, dass keiner der Patienten mit einer atypischen Mutation
(roter Kasten) eine klassische renale Beteiligung und auch keine klassische Fabry
Kardiomyopathie aufweist. Aukerdem fallt auf, dass mit steigendem Lyso Gb3 Wert
die Haufigkeit einer renalen oder kardialen Beteiligung zunimmt. Zuséitzlich steigt
auch die Schwere der Symptome mit steigendem Lyso Gb3 Wert an. Ein méannlicher
Patient beispielsweise, der sich mit 51 Jahren das erste Mal vorstellte (achter Patient
von rechts) weist eine klassische Mutation mit renaler, kardialer und neurologischer

Manifestation auf und leidet unter schweren Symptomen.

3.4 Validierungsstudie (Substudie II)

Es wurden 52 neue Mutationen in unserer Studienpopulation gefunden. Abbildung 3.3

zeigt alle Patienten mit einer bisher noch nicht beschriebenen Mutation.

In der Evaluationsstudie wurde ein Lyso Gb3 Wert von 2,6 ng/ml als Grenzwert
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Abbildung 3.3: Alle Patienten unserer Studie mit einer noch nicht beschrie-
benen Mutation sind entsprechend ihrer Klassifikation (klassisch und atypisch)
gezeigt. Auf der y-Achse ist die Hohe des Lyso Gb3 Wertes aufgetragen. Fiir die
genaue Form- und Farbgebung siehe Text.

festgelegt, um die Patienten der Validierungsstudie in zwei Gruppen einzuteilen:
klassische Mutationen und atypische Mutationen. Dabei diente allein der jeweilige
Lyso Gb3 Wert als Referenz. 6 der 52 Patienten mit neuen Mutationen zeigten einen
Lyso Gb3 Wert unterhalb des Grenzwertes und wurden daher als atypische Muta-
tion (roter Kasten) eingestuft. Die klinischen Befunde, die unabhéngig zu den Lyso
Gb3 Werten erhoben wurden, bestétigen diese Klassifikation. Keiner der Patienten
mit einer atypischen Mutation zeigte eine klassische Organbeteiligung. Auch die
Verwandten dieser Patienten waren nicht von einer klassischen Organmanifestation
betroffen. Aufer bei dem dritten Patienten von links (m#nnlicher Patient, der mit
38 Jahren das erste Mal vorstellig wurde), der einen Schlaganfall erlitten hat, ist bei
keinem der iibrigen Patienten mit einem Lyso Gb3 Wert unterhalb von 2,6 ng/ml
eine typische Organmanifestation zu beobachten. Die Schwere der Organbeteiligung
nimmt auch hier deutlich mit steigendem Lyso Gb3 Wert zu.

Abbildung 3.4 fasst noch einmal das Vorgehen der Validierungsstudie zusammen.
Die 52 neuen Mutationen wurden nach der Hohe des Lyso Gb3 Wertes (Grenzwert
2,6 ng/ml) in zwei Untergruppen geteilt: 46 Patienten wiesen einen Lyso Gb3 Wert
oberhalb von 2,6 ng/ml auf und wurden als klassischer Morbus Fabry eingestuft.

Bei sechs Patienten lag der gemessene Lyso Gb3 Wert unter dem Grenzwert von 2,6
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ng/ml. Diese wurden deshalb als atypische Mutation klassifiziert. Erst nachdem die
Patienten nach dem Lyso Gb3 Wert in klassische/atypische Mutation untergliedert
waren, wurde die jeweilige Klinik der Patienten und deren Angehorigen betrachtet.
Es wurden also alle Informationen, die zu dieser Mutation vorliegen, analysiert. Es
zeigte sich eine deutliche Korrelation zwischen dem Lyso Gb3 Wert und der jeweili-
gen Klinik der Mutation des Patienten. Von den 46 klassischen Mutationen zeigten
100% eine klassische Organbeteiligung. Keine dieser Mutationen mit einem Lyso
Gb3 Wert oberhalb von 2,6 ng/ml wies also eine atypische Organbeteiligung auf.
Bei der Gruppe der Patienten mit Lyso Gb3 Werten unterhalb des Grenzwertes
verhielt es sich genau umgekehrt: hier zeigten 0% einen klassischen Morbus Fabry
Phénotyp; alle sechs Patienten konnten klar einer atypischen Organbeteiligung zu-

geteilt werden.

52 Patienten

Neue Mutationen

= 2,6ng/ml < 2,6 ng/ml

Lyso Gb3 Analyse

46 Patienten
Klassifiziert nach

6 Patienten

Mrgl'i\aasnlt:znt:r Klassifiziert nach
Klassisch y Klinische atypisch/unklar
(klassisch) Untersuchungen

Patienten/Verwandte
Outcome Outcome
46 Patienten: 0 Patient 0 . 6 Patienten:

. . . relevante klassische . g
relevante klassische atypische klinische - atypische klinische
- . Beteiligung o
Beteiligung Erscheinung (0%) Beteiligung
(100%) (0%) ° (100%)

Abbildung 3.4: Alle 52 bisher noch nicht beschriebenen Mutationen unserer
Studie. Die Patienten wurden zun#chst nach ihrem Lyso Gb3 Wert gruppiert.
Diese Einteilung wurde durch die nachfolgende klinische Untersuchung iberpriift.
Die Einteilung nach dem Lyso Gb3 Wert stimmt mit der klinischen Einteilung
zu 100% iiberein.

Die atypischen Mutationen waren: N139S, und verschiedene Kombinationen von
den drei Intron-Mutationen [VS0-10 C>T + IVS4-16 A>G + IVS6-22C>T.
Die klinische Charakterisierung und die Informationen der Verwandten der Patien-
ten mit neuer alpha-Galaktosidase A Mutation und Lyso Gb3 Werten oberhalb von
2,6 ng/ml bestétigten die Annahme, dass ein klassischer Morbus Fabry Phénotyp bei
diesen Patienten vorliegt (Vergleiche Abbildung 3.3 und 3.4). Daher konnte mittels
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Lyso Gb3 Bestimmung das klinische Bild der bis dahin unbekannten Mutationen

vorausgesagt werden.

Tabelle 3.2 zeigt alle Patienten aus dem Gesamtkollektiv mit einem Lyso Gb3
Wert unterhalb des Grenzwertes von 2,6 ng/ml und deren klinische Manifestation.
Unter diesen waren sechs Manner und 17 Frauen. Von diesen Patienten hatten fiinf
einen Polymorphismus. Unter den exogenen Mutationen dominierten die Mutatio-
nen D313Y, N215S und A143T.

Nur einer der 23 Patienten zeigte ein leichtes Late Enhancement im MRT. Jedoch
ist dieses Late Enhancement wohl eher auf eine Hypertonie zuriickzufiihren als auf
Morbus Fabry (hier ist die Fibrose eher im basalen Teil des Septums lokalisiert).
Zudem zeigte keiner der 23 Patienten eine hypertrophe Kardiomyopathie. Bei den
beiden Patienten mit einer reduzierten DTPA Clearance (Patient 5 und 15) besteht
seit langem eine Hypertonie, die in der Vergangenheit nur ungeniigend therapiert
wurde. Diese Tatsache wiirde auch erkldren, warum diese beiden Patienten eine
grenzwertige linksventrikuldre Wanddicke mit einem hypertrophen Wulst im Sep-
tum aufweisen, welcher typisch fiir eine Hypertonie-Erkrankung ist. Es konnte auch
keine linksventrikuldre Hypertrophie nachgewiesen werden, wenn man mittels kar-
dialem MRT die Masse des Herzens berechnet hat (indiziert nach Koérperoberfliche,
Geschlecht und Alter bei Aufnahmezeitpunkt).

Auferdem wies Patient 15 eine renale Sarkoidose auf, welche die renale Insuffizienz
erklirt.

Der Insult von Patient 5 hatte eine embolische Ursache und auch die kryptogenen
Insulte von zwei weiteren Patienten konnten nicht klar einem Morbus Fabry als Ur-

sache zugeteilt werden.

3.5 Diagnosefindung bei Frauen mit Morbus Fabry

Die alleinige Bestimmung der Aktivitat der alpha-Galaktosidase ist insbesondere bei
Frauen fiir eine Diagnosefindung nicht geeignet, da die Enzymaktivitéit oft nur leicht
erniedrigt ist, wenngleich die Symptome genauso schwer ausfallen kénnen wie bei
Méannern mit deutlich reduzierter alpha-Galaktosidase-Aktivitat. Aufgrund dieser
Tatsache ist die Diagnostik bei Frauen erschwert und ein Biomarker, der Aufschliis-

se iiber den Typ der Erkrankung liefern konnte, wiirde die Diagnosefindung sehr
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vereinfachen. Bei 25 Frauen lag die alpha-Galaktosidase-Aktivitdat im Normbereich
(0,3-0,5 nmol/min/mg Protein). Diese Frauen wurden zunéchst nach ihrer Enzy-

maktivitat beurteilt.

25 weibliche
Patienten

agalA Aktivitat
0,3-0,5

nmol/min/mg Protein

0,3-0,39 0,4-0,5
agalA Aktivitat

(nmol/min/mg Protein)

11 Patienten 14 Patienten

klinische
Untersuchungen
Outcome Patienten/Verwandte Outcome
7 Patienten 4 Patienten 7 Patienten 7 Patienten
klinisch kein klinischer klinisch kein klinischer
Morbus Fabry Morbus Fabry Morbus Fabry Morbus Fabry

Abbildung 3.5: Unterteilung der 25 Frauen mit einer alpha-Galaktosidase-
Aktivitdt im Normbereich aufgegliedert nach der Enzymaktivitédt. Zudem wurde
die klinische Manifestation der Frauen wiedergegeben.

Wie in Abbildung 3.5 zu sehen, wurden die 25 Patientinnen in zwei Klassen unter-
teilt. Bei 11 Patientinnen wurde eine Enzymaktivitdt unterhalb des Normwertes von
0,4 nmol/min/mg Protein und bei 14 Frauen oberhalb dieses Wertes gemessen. Bei
7 der 11 Patientinnen mit einer Aktivitidt von 0,3-0,39 nmol/min/mg Protein wurde
ein klinischer Morbus Fabry festgestellt, 4 Patientinnen litten unter keinerlei Organ-
beteiligung bzw. Fabry-typischen Symptomen. Bei den 14 Frauen mit einer Akti-
vitat von 0,4-0,5 nmol/min/mg Protein waren 50% klassische Fabry-Patientinnen,
die anderen 50% hatten keine nachweisbare Organmanifestation und auch keine
Fabry-Symptome. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die Bestimmung der En-
zymaktivitdt allein keine eindeutigen Schliisse beziiglich der Erkrankung zulésst.
Betrachtet man die klinische Manifestation dieser Frauen, kann die Aktivitdt der

alpha-Galaktosidase keine Hinweise beziiglich der Ausprigung der Krankheit liefern.

Abbildung 3.6 zeigt die gleichen 25 Patientinnen, jedoch nach dem Lyso Gb3 Wert
klassifiziert. 11 Patientinnen lagen unterhalb des Grenzwertes von 2,6 ng/ml und

14 Frauen oberhalb. Keiner der 11 Patientinnen unterhalb des Grenzwertes zeigte
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25 weibliche
Patienten

agalA Aktivitat
0,3-0,5

nmol/min/mg Protein

<2,6ng/ml > 2,6ng/ml
Lyso-Gb3
(ng/ml)
11 Patienten 14 Patienten
Klinische
Untersuchungen
Outcome Patienten/Verwandte Outcome

0 Patienten 11 Patienten 14 Patienten 0 Patienten
klinischer Kein klinischer klinischer Kein klinischer
Morbus Fabry Morbus Fabry Morbus Fabry Morbus Fabry

Abbildung 3.6: Unterteilung der 25 Frauen mit einer alpha-Galaktosidase-
Aktivitdt im Normbereich aufgegliedert nach dem Lyso Gb3 Wert. Zudem wurde
die klinische Manifestation der Frauen wiedergegeben.

einen klinisch relevanten Morbus Fabry, bei den 14 Frauen mit einem Lyso Gb3 Wert
oberhalb des Grenzwertes verhielt es sich genau umgekehrt: Alle 14 Frauen zeigten
einen klassischen Morbus Fabry. 10 Frauen wiesen eine typische Organbeteiligung (6
Kardiomyopathie + renale Beteiligung, 2 renale Beteiligung, 2 Kardiomyopathie, 0
Insult/TIAs) auf. Drei junge Frauen (alle <25 Jahren) litten unter schweren Fabry
Symptomen ohne nachweisbare Organbeteiligung. Die letzte Patientin der 14 Frau-
en zeigte ebenfalls Fabry Symptome und ihre Familienanamnese war typisch fiir
einen klinisch relevanten Morbus Fabry. Folglich sind alle Frauen mit einer alpha-
Galaktosidase-Aktivitat im Normbereich, aber erh6htem Lyso Gb3 Wert, von der
Krankheit betroffen.

Durch den Vergleich der beiden Wege der Diagnosefindung ist klar ersichtlich, dass
der Lyso Gb3 Wert insbesondere bei Frauen eine zuverlissige Einschitzung beziig-
lich der Erkrankung liefern kann, die alpha-Galaktosidase allerdings hierfiir nicht

geeignet ist und sich deshalb nicht zur alleinigen Diagnosefindung eignet.
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Miénner Frauen p-Wert

n— 51 n—73
Alter (Jahre) 39413 A1+14 0,30
alpha—Gallakt081dase—fAkt1v1tat 0,060,11 0,32:£0,36 ~0.0001
(nmol/min/mg Protein)
Lyso-Gb3 (ng/ml) 67,8+35,9 6,3+4,7 <0,0001
BMI (kg/m?) 23,1435 23,8449 0.37
HR (/min) 62:£12 6711 0,008
SBP (mm Hg) 124416 123419 0,72
DBP (mm Hg) 81£11 81+11 £+ 0,93
AHT (n) 15 18 0.54
Allgemeinsymptome
Abnormales Schwitzen (n) 37 16 <0,0001
Hitze- /Kélteintoleranz (n) 37 25 <0,0001
Chronsiche Diarrhé (n) 20 16 0,04
Horsturz (n) 13 10 0,10
Angiokeratome (n) 29 12 <0,0001
Neurologie
Stroke (n) 8 5 0,15
Chronische Schmerzen (n) 21 14 0,008
Akroparésthesie (n) 36 36 0,13
Herz
Kardiomyopathie (n) 33 16 <0,0001
LV Masse (g)
(bestimmnt ittels MRT) 182456 119+45 <0,0001
AP (n) 5 6 0,76
LVEDD (mm) 51+5 46+5 <0,0001
LVESD (mm) 33+5 32423 0,88
IVSd (mm) 13,1432 10,542,8  <0,0001
LVPWd (mm) 12,142,7 10,242,7 0,0003
EF (%) 62£7 64+5 0,08
E/A 1,440,4 1,44+0,5 0,98
DT (ms) 210+63 207+£55 0,73
Niere
Nierentransplantation (n) 6 1 0,02
Dialyse (n) 6 0 0,004
Kreatinin Plasma (mg/dl) 1,5+1,8 0,84+0,2 0,002
Urea Plasma (mg/dl) 3317 28+17 0,18
DTPA-Clearance (ml/min) 82437 104431 0,0004
Proteinurie (mg/die) 8061139 2414446 0,0002
Proteinurie (n) 25 28 0,27
Medikation
Beta Blocker (n) 8 12 1,00
Calcium Kanal Blocker (n) 3 1 0,30
ACE Hemmer (n) 17 21 0,56
Aspirin (n) 15 11 0,07
Disease severity score 12£7 65 <0,0001

Tabelle 3.1: Klinische baseline Charakteristika der Fabry-Patienten unterteilt
nach dem Geschlecht. ACE = Angiotensin converting Enzym; AHT = iso-
lierte arterielle Hypertonie; AP = Angina pectoris; BMI = body mass index;
DBP = diastolischer Blutruck; DT = Dezelerationszeit; DTPA = Diethylentria-
minpentaessigsdure; EF = Ejektionsfraktion; GFR = Glomerulire Filtrationsra-
te; HR = Herzfrequenz; IVSd = diastolischer intraventrikuldre Septum Wanddi-
cke; LV = linksventrikulidr; LVEDD = linksventrikulérer enddiastolische Durch-
messer; LVESD = linksventrikuldre endsystolische Durchmesser; LVPWd = dia-
stolische linksventrikuldre Hinterwanddicke; MRT = Magnetresonanztomogra-
phie; SBP=systolischer Blutdruck. [16]
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11 w1971 A143T aty 8 n 99 n n + 040 4
12 w1953 poly 9 =n 155 n n + 043 3
13 w 1962 A143T aty 9 =n 110 n j n 048 10
14 m 1975 Al143T aty 9 =n 124 n n n 055 0
15 w1961 poly 12 n 50 j n n 065 11
16 w 1978 N215S aty 8 n 113 n n =n 0,79 3
17 w 1981 RI112H aty 6 =n 102 j n + 1,02 8
18 w 1988 N215S aty 8 n 119 n n + 1,37 4
19 w 1953 N215S aty 10 n 97 n n =n 169 0
20 m 1948 RI1I12H aty 11 n 104 n n + 207 7
21 w 1961 NI139S aty 11 j 110 n n =n 246 1
22 m 1942 RI1I12H aty 12 n 120 j n n 249 5
23 m 1984 N215S aty 11,5 n 111 n n =n 253 4

Tabelle 3.2: Charakteristika der Fabry-Patienten mit einem Lyso Gb3 Wert
< 2,6 ng/ml. DS3, disease severity score system; LE, Late Enhancement; m,
ménnlich; poly, Polymorphismus; aty, atypisch; w, weiblich, + = milder Schmerz;
++ = schwerer Schmerz; j = ja; n = nein
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4 Diskussion

4.1 Klassischer Morbus Fabry und Varianten des
Morbus Fabry

Durch die Erkenntnisse unserer Studie ist es moglich einen klinisch relevanten Mor-
bus Fabry neu zu definieren und damit zwischen klassischer und atypischer Mutation
zu unterscheiden. Mit Hilfe des Lyso Gb3 lassen sich Aussagen iiber die Pathoge-
nitit der Genmutationen treffen, wie sie bisher anhand eines einzigen Biomarkers
nicht moglich waren. Die Unterscheidung zwischen klassischen Mutationen und so-
genannten Varianten des Morbus Fabry wird seit der Entschliisselung des alpha-
Galaktosidase Gens in den spéten 1980er Jahren intensiv diskutiert.[50, 51, 52]
Wie oben beschrieben treten klassische Mutationen auf, welche alle drei Hauptor-
gane betreffen (Herz, Niere, Nervensystem) und einen klinisch relevanten Morbus
Fabry verursachen. Diese Patienten leiden unter schweren Symptomen und sind
in ihrer Lebensqualitdt meist erheblich eingeschrankt. Der Verlauf der Krankheit
schreitet im Allgemeinen rasch voran und im Endstadium der Krankheit kommt es
zu lebensbedrohlichen Zustédnden (Dialysepflichtigkeit, terminale Herzinsuffizienz,
Herzrhythmusstérungen, Schlaganfall).

Im Gegensatz dazu gibt es Patienten mit sogenannten Varianten des Morbus Fabry,
bei welchen nur ein Organ betroffen ist. Daneben gibt es auch Mutationen, bei denen
keinerlei Organbeteiligung nachzuweisen ist.[53, 54, 55]

Die phinotypische Vielfalt erschwert die Diagnose eines klinisch relevanten Morbus
Fabry enorm. Die Wahl der richtigen Therapie hingt jedoch entscheidend von einer
exakten Diagnose ab. FEin Patient mit einer klassischen Mutation sollte anders als
ein Patient mit einer milden Auspriagung der Krankheit behandelt werden.

Wie oben dargelegt ist die Situation bei weiblichen Patienten besonders kompli-
ziert. Die Bestimmung der Aktivitdt der alpha-Galaktosidase ist insbesondere bei

Patientinnen fiir die Diagnosefindung nicht geeignet. Aufgrund der zufdlligen X-
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Inaktivierung kann die alpha-Galaktosidase-Aktivitdt bei Frauen zwar im Normbe-
reich liegen, die Symptome und die Organbeteiligung konnen aber genauso schwer
wie bei Mannern mit deutlich reduzierter Enzymaktivitdt ausfallen. Gerade bei der
Beurteilung von Frauen mit Morbus Fabry trigt die Bestimmung des Lyso Gb3
Wertes entscheidend dazu bei, den Typ der Erkrankung im Sinne eines klinisch re-
levanten Morbus Fabry oder einer nicht pathogenen Variante zu klassifizieren.

Es ist noch nicht gelungen eine Genotyp/ Phénotyp Relation bei Morbus Fabry her-
zustellen |56, 57, 58|.

Um bisher zwischen einer atypischen und einer klassischen Mutation unterscheiden
zu konnen, sind drei Schritte notig:

Zunichst erfolgt eine aufwendige klinische Befundung des Patienten mit hochent-
wickelten Untersuchungsmethoden. Besonders genau miissen die drei Hauptorgane
(Herz, Nieren, Nervensystem) untersucht werden. Anschliefend erfolgt ein ausfiihr-
liches Familienscreening und zuletzt werden alle Informationen, die bisher iiber die
Mutation bekannt sind, gesammelt.

Dieses Verfahren der Diagnosefindung wird jedoch dadurch erschwert, dass einige
Mutationen nur unzureichend charakterisiert werden kénnen, da die notigen Infor-
mationen aus der Familie fehlen. Oft besteht kein Kontakt zu den Familienangeho-
rigen oder die Verwandten sind nicht bereit sich im Zuge eines Familienscreenings
untersuchen zu lassen. Erschwerend kommt hinzu, dass es sich bei Morbus Fabry
Mutationen um ,private mutations“ handelt. Somit gibt es eine enorme Vielzahl an
Mutationen, die oft nur in einer Familie vorkommen. Eine Aussage iiber die zukiinf-
tigen Manifestationen, die im Verlauf der Erkrankung auftreten konnen, ist daher
begrenzt. Gerade weil es bei der Erkrankung Morbus Fabry eine derart grofe pha-
notypische und genetische Vielfalt gibt, ist es umso wichtiger einen Biomarker zu
finden, der genauere Aussagen iiber die Art der Mutation liefern kann. Mit unserer
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Lyso Gb3 diese Liicke schliefst. Vor allem bei
Frauen mit einer Aktivitat der alpha-Galaktosidase im Normbereich kann eine si-
chere Aussage iiber die Frage der (spiteren) Organbeteiligung beziehungsweise der

Moglichkeit einer Vollauspriagung der Krankheit getroffen werden.

4.2 Lyso Gb3

Seit den 1980er Jahren ist Lyso Gb3 als Verotoxinrezeptor bekannt. Verotoxine wer-
den von enterohdmorrhagischen Escherichiae Coli (EHEC) produziert [59].
Im Jahre 2008 brachten Aerts et al. das Lyso Gb3 zum ersten Mal mit der Erkran-
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kung Morbus Fabry in Zusammenhang. Sie wiesen nach, dass die erhohten Konzen-
trationen von Globotriaosylsphingosin (Lyso Gb3) im Plasma bei Fabry-Patienten
das Enzym alpha-Galaktosidase A hemmen, die Proliferation von glatten Muskelzel-
len dagegen férdern. Diese Tatsache konnte die erhéhte Intima-Media Dicke bei den
Fabry-Patienten erkldren. Auferdem konnten sie zeigen, dass eine Enzymersatzthe-
rapie die Lyso Gb3 Konzentration senken kann. Auch die ersten Erkenntnisse von
Aerts et al. iiber die Unterscheidung von klassisch und atypisch betroffenen Patien-
ten in einer sehr kleinen Kohorte sind im Einklang mit unseren Daten. Sie zeigen,
dass Patienten mit der Mutation R112H, die mit einer atypischen Krankheitsmani-
festation verbunden ist (siehe unten), sehr niedrige Lyso Gb3 Level aufweisen. Aerts
et al. vermuteten, da vor allem junge Méanner, die bisher nur sehr wenig von den
Fabry Symptomen betroffen sind, hohe Lyso Gb3 Werte zeigten, dass die Bestim-
mung des Lyso Gb3 Wertes bei diesen Patienten keine sicheren Aussagen beziiglich
der aktuellen Krankheitsschwere liefern kann, jedoch etwas iiber die Krankheits-
“Kapazitit® aussagt (siehe Abschnitt 4.4).[48]

In einer anderen Studie zeigten die beiden Mutationen R112H und P60L normale
Lyso Gb3 Werte [60].

Dies ist im Einklang mit unseren Ergebnissen, da drei unserer Patienten mit der
R112H Mutation einen Lyso Gb3 Wert < 2,6 ng/ml aufwiesen und keiner von ihnen
eine Fabry Organbeteiligung zeigte.

Es wurden bisher einige kleine Studien {iber die Korrelation von Lyso Gb3 und der
Krankheitsschwere publiziert, aber keine dieser Studien setzt den Fokus primér auf
die Unterscheidung von klassischen und atypischen Fabry Mutationen, erst recht

nicht in einer umfassend charakterisierten Kohorte.

4.3 Klinische Bedeutung

Aufgrund unserer ausfiihrlichen Untersuchungen in Kombination mit der Auswer-
tung der Verwandten des Index Patienten war es moglich zwischen klassischer und
atypischer Mutation in der Evaluationsstudie zu unterscheiden. Die Evaluationsstu-
die umfasste alle bereits bekannten Mutationen. Nachdem die vier Doménen (Herz,
Niere, ZNS und Symptome) beurteilt und eingestuft waren, wurde der zughorige
Lyso Gb3 Wert bestimmt. Daraus konnte ein Grenzwert (2,6 ng/ml) ermittelt wer-
den, der die klassischen von den atypischen Mutationen trennt.

Um unsere Ergebnisse in der Evaluationsstudie zu iiberpriifen, wurden in einem

zweiten Teil der Studie alle bisher unbekannten Mutationen nach unserem neu er-
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mittelten Grenzwert eingestuft und demnach nur anhand des Lyso Gb3 Wertes nach
klassisch beziehungsweise atypisch eingestuft. Anschliefend wurde die Klinik der Pa-
tienten betrachtet. Die Daten dieser Validierungsstudie bestéitigten die in der Eva-
luationsstudie gewonnenen Ergebnisse. Allein durch die Bestimmung des Lyso Gb3
Levels ist es moglich bei einer unbekannten Mutation zwischen klassischem und aty-
pischem Morbus Fabry zu unterscheiden. Dies ist vor allem dann von Vorteil, wenn
es wenig klinische Informationen iiber diese neue Mutation gibt, oder wenn ein Fa-
milienscreening nicht moglich ist.

Zusatzlich konnte mit Hilfe unserer Daten gezeigt werden, dass der Biomarker Ly-
so Gb3 insbesondere bei Patienten mit einer alpha-Galaktosidase-Aktivitdt um den
Normwert (0,4 nmol/min/mg Protein) eine genauere Charakterisierung beziiglich
des Krankheitstyps zulisst. Wie oben dargelegt, ist dies bei Frauen oft der Fall,
weshalb die Bestimmung der Enzymaktivitdt bei diesen nur eine untergeordnete
Rolle spielen sollte.

Bis heute ist die Frage, warum Frauen eine grofere phénotypische Vielfalt als Ménner
aufweisen noch nicht abschlieftend geklart. Studien haben gezeigt, dass heterozygote
Frauen die gleichen schweren Organmanifestationen wie Manner aufweisen konnen,
wobei die Symptome nicht so frith wie bei Mannern auftreten und im Allgemeinen
das Fortschreiten der Krankheit langsamer verlauft. Gleichzeitig konnen heterozygo-
te Frauen aber auch vollig beschwerdefrei sein. Der Morbus Fabry nimmt hier eine
Sonderstellung ein, da heterozygote Frauen bei der Mehrzahl der X-chromosomal
verkniipften Krankheiten asymptomatisch sind.[61]

Die schliissigste Erklarung liefert die zuféllige X-Inaktivierung bei Frauen, bei der
es zufillig zu einer Stillegung eines der beiden X-Chromosomen kommt, sodass ent-
weder der Wildtyp oder das mutierte Allel exprimiert werden.[40]

Bei Frauen ist aufierdem die Diagnosefindung erschwert. Aufgrund der Inaktivierung
eines der beiden X-Chromosomen liegt die Enzymaktivitat der alpha-Galaktosidase
oft im Normbereich, da das Wildtyp-Allel in 50% der Fille aktiv ist und daher ein
funktionstiichtiges Enzym produziert werden kann. Die Quantifizierung der alpha-
Galaktosidase-Aktivitdt im Plasma ist bei Frauen aus diesem Grund nicht geeignet
eine sichere Diagnose zu stellen. Obwohl die Bestimmung der alpha-Galaktosidase
in den Leukozyten sensitiver als die Bestimmung der Aktivitdt im Plasma ist, eignet
sich auch diese Methode fiir die Befundung nur bedingt. Daher ist heute der Gold-
standard der Diagnosefindung die genetische Analyse.[62]

Die Bestimmung des Lyso Gb3 Wertes stellt eine sinnvolle Ergénzung in der Dia-

gnostik des Morbus Fabry dar.
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Aufgrund der Tatsache, dass es Mutationen gibt, welche keinerlei Organbeteiligung
nach sich ziehen, reicht die Bestimmung der alpha-Galaktosidase-Aktivitéit in Kom-
bination mit der Genanalyse des alpha-Galaktosidase Gens alleine nicht aus. Patien-
tinnen mit einer Aktivitdt der alpha-Galaktosidase im Normbereich kénnen schwer
betroffen sein. Es gibt auch Méanner, die zwar eine reduzierte Enzymaktivitit zei-
gen, jedoch keine nachweisbare Organbeteiligung aufweisen. Bisher galt die Diagnose
Morbus Fabry als fast sicher, wenn bei einem ménnlichen Patienten eine reduzier-
te alpha-Galaktosidase-Aktivitdt gemessen wurde. Unsere Studie zeigt jedoch, dass
es Patienten gibt, die eine Mutation im alpha-Galaktosidase-Gen und eine daraus
resultierende reduzierte Enzymaktivitidt haben und trotzdem unter keinerlei Sym-
ptomen leiden oder eine Organbeteiligung aufweisen. Dies verdeutlicht erneut den
Stellenwert der Lyso Gb3 Bestimmung.

Vor allem bei jungen Patienten mit unbekannten Mutationen ist es sehr schwierig
den Verlauf der Erkrankung vorauszusagen, beziehungsweise zwischen einer klinisch
relevanten und einer atypischen Variante zu unterscheiden. Die alleinige Bestim-
mung des Lyso Gb3 Wertes scheint dazu geeignet eine neue Mutation klinisch zu
charakterisieren.

Aufgrund der Ergebnisse unserer Studie sollte die Nomenklatur in Zusammenhang
mit Morbus Fabry erneuert werden: Um einen Patienten beurteilen zu kénnen, miis-
sen drei Bereiche mit einbezogen werden: Alle Informationen iiber die bestehende
Mutation miissen analysiert werden. Auferdem muss das Lyso Gb3 Level gemessen
und die Fabry typischen Symptome und Organbeteiligungen eruiert werden.

Wenn ein Patient eine alpha-Galaktosidase Mutation aufweist, gleichzeitig ein er-
hohtes Lyso Gb3 Level gemessen wird und der Patient Symptome oder eine Organ-
beteiligung zeigt, sollte diese Kombination als ,klassischer Morbus Fabry* bezeichnet
werden.

Bei Patienten mit einer alpha-Galaktosidase Mutation plus einem erhohten Lyso
Gb3 Level, aber noch keinen Symptomen oder Organbeteiligung sollte von einer
yklassischen Fabry Mutation® gesprochen werden.

Und schlieflich sollten Patienten mit einer alpha-Galaktosidase Mutation und ei-
nem normalen Lyso Gb3 Level einer ,atypischen alpha-Galaktosidase A Mutation*

zugeordnet werden.
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4.4 Limitationen

Es kann diskutiert werden, ob die Einteilung der Fabry Mutationen nach dem Lyso
Gb3 Wert sich auch auf die Entscheidung, ob eine Enzymersatztherapie indiziert ist,
anwenden lassen. Unsere Studie hatte jedoch einen anderen Schwerpunkt und hat
sich nicht mit diesem Thema befasst. Deshalb sind weitere Studien beziiglich dieser
Problemstellung notwendig.

Der Lyso Gb3 Wert konnte nicht nur ein Marker fiir die Organmanifestation sein, er
kénnte genauso eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Erkrankung spielen
[48].

Durch unsere Studie konnte gezeigt werden, dass der Lyso Gb3 Wert sehr gut ge-
eignet ist, die Pathogenitdt einer Mutation vorauszusagen.

Jedoch muss betont werden, dass der Biomarker Lyso Gb3 bei klassisch betroffenen
Patienten die aktuelle Schwere der Erkrankung nicht beschreiben kann, da junge
méannliche Patienten ohne Symptome mit einer klassischen Mutation manchmal ho-
here Lyso Gb3 Werte als dltere ménnliche Patienten mit einer klassischen Mutation
und zusétzlich schwer betroffenen Organen aufweisen.

Weitere Faktoren, die zu der enormen phéanotypischen Variabilitit beitragen kénn-
ten, sind epigenetische und umweltbedingte Einfliisse. Gerade bei Frauen scheint der
geographische Wohnort die Schwere und den Verlauf der Krankheit zu beeinflussen

[63]. Diese Einfliisse wurden in unserer Studie jedoch nicht untersucht.

4.5 Zusammenfassung der Diskussion

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der Biomarker Lyso Gb3 gut dafiir
geeignet ist zwischen atypischem und klassischem Morbus Fabry zu unterscheiden.
Insbesondere durch den zweiteiligen Aufbau der Studie war es moglich die Relevanz
des Biomarkers zu untersuchen, da die Patienten in der Validierungsstudie zunéchst
nach ihren Lyso Gb3 Werten eingeteilt wurden und erst im Nachhinein die dazuge-
horige klinische Manifestation untersucht wurde.

Vor allem bei Frauen mit einer alpha-Galaktosidase-Aktivitdt im Normbereich scheint
zusdtzlich auch eine Aussage iiber die Organbeteiligung méglich zu sein.

Die Bestimmung des Lyso Gb3 Wertes bei Patienten mit Morbus Fabry kann dem-

nach einen entscheidenden Beitrag im klinischen Setting der Patienten leisten.

37



5 Zusammenfassung

Urséchlich fiir die Erkrankung Morbus Fabry ist eine Mutation des Gens fiir das En-
zym alpha-Galaktosidase A. Diese bewirkt eine verringerte Enzymaktivitit und des-
halb akkumulieren Glykosphingolipide in verschiedenen Organsystemen. Das Herz,
die Nieren und das Nervensystem sind die drei Hauptmanifestationsorte des Morbus
Fabry. Im Endstadium der Erkrankung kommt es zu lebensbedrohlichen Ereignis-
sen, wie Dialysepflichtigkeit, Schlaganfillen und Herzinsuffizienz.

Der Morbus Fabry ist eine sehr heterogenetische und heterophidnotypische Krank-
heit. Die meisten Fabry-Mutationen zdhlen zu sogenannten ,private mutations®,
kommen also spezifisch nur in einer Familie vor. Aus diesem Grund ist es schwer bei
einer bisher unbekannten Mutation das Ausmafs der Erkrankung vorherzusagen.
Grundsatzlich lassen sich zwei Varianten des Morbus Fabry unterscheiden. Die klas-
sische Fabry Mutation fiihrt zu Komplikationen in allen drei Organsystemen (Herz,
Nieren, Nervensystem) und fiihrt unbehandelt zu schwerwiegenden Komplikatio-
nen. Die zweite Gruppe stellen die atypischen Mutationen dar, die nicht in dieses
klassische Morbus Fabry Schema passen. Hier kann es zur Manifestation in nur ei-
nem Organsystem, beispielsweise dem Herzen, kommen. In diesem Fall spricht man
von einer ,Herzvariante®. In der letzten Zeit wurde zunehmend von Mutationen mit
fragwiirdiger Pathogenitdt gesprochen. Diese sogenannten Polymorphismen tragen
ebenfalls zu der grofien phinotypischen Vielfalt des Morbus Fabry bei.

Bisher gab es keine Mdoglichkeit diese beiden Varianten voneinander zu unterschie-
den. Gerade weil die Auspragung von Morbus Fabry derart stark — sowohl der Pha-
notyp als auch der Genotyp — variiert, ist eine prézise Diagnose entscheidend. Ein
Biomarker, der eine Unterscheidung zwischen klassischer und atypischer Variante
moglich macht, wére ein grofier Fortschritt in der Morbus Fabry Forschung. Die Be-
stimmung des Lyso Gb3 Wertes scheint diese Anforderungen erfiillen zu kénnen.
Vor allem bei Frauen ist der Weg der Diagnosefindung erschwert. Oft liegt die alpha-
Galaktosidase-Aktivitdt im Normbereich (0,3 - 0,5 nmol/min/mg Protein). Trotz-
dem konnen die Patientinnen genauso schwer von der Krankheit betroffen sein wie

Ménner mit deutlich reduzierter alpha-Galaktosidase-Aktivitdt. Die Bestimmung
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der Enzymaktivitat fiir diagnostische Zwecke ist bei Frauen deshalb nicht sinnvoll.
Der Biomarker Lyso Gb3 fiillt auch diese Liicke in der Diagnostik bei weiblichen
Fabry-Patienten. Mit Hilfe des Lyso Gb3 Wertes ist es moglich die Frauen nach
klassischer und atypischer Variante zu unterscheiden.

Mit Hilfe des Lyso Gb3 kann die Pathogenitét einer alpha-Galaktosidase Mutation
nun ausreichend beurteilt werden.

Die bisher {ibliche Diagnostik umfasste drei Schritte: Neben aufwendigen und kost-
spieligen klinischen Untersuchungen, war es notwendig, alle Informationen iiber die
jeweilige Mutation einzuholen. Das bedeutet, dass neben einem ausfiihrlichen Fa-
milienscreening auch alle friitheren Beschreibungen iiber diese Mutation analysiert
werden mussten. Dies gestaltete sich oft als sehr schwierig, da zum einen eine Vielzahl
an Mutationen vorliegen (,,private mutations”) und ein Familienscreening oft nicht in
ausreichendem Umfang moglich ist (zu wenige Familienmitglieder, kein Kontakt un-
tereinander, fehlende Einwilligung der Verwandten). Trotz dieses aufwendigen Vor-
gehens waren die Aussagen iiber die zukiinftige Manifestation begrenzt. Der Marker
Lyso Gb3 vereinfacht den Weg der Diagnosefindung nun erheblich und macht es
gleichzeitig moglich zwischen atypischer und klassischer Variante des Morbus Fabry
zu unterscheiden.

Es wurden insgesamt 124 (51 Méanner) Fabry-Patienten in unsere Studie einbezogen.
Neben ausfiihrlichen klinischen Untersuchungen und genetischen Analysen wurden
auch Laboranalysen (inklusive Lyso Gb3 Messung) durchgefiithrt. Es wurden alle
drei Hauptorgansysteme, die vom Morbus Fabry betroffen sind, untersucht:

Am Herzen wurde ein Elektrokardiogramm, eine Echokardiographie, ein cardiales
MRT und eine Spiroergometrie durchgefiihrt. Die neurologische Komponente wur-
de unter anderem mittels eines Schmerzfragebogens und durch einen Ultraschall
der Gehirnarterien beurteilt. Nephrologische Parameter waren eine Urinanalyse, die
DTPA Clearance und in einigen Féllen eine Nierenbiopsie.

Mithilfe der daraus gewonnenen klinischen Informationen war es moglich zwischen
klassischer (n = 55) und atypischer Mutation (n = 17) in der Substudie I zu un-
terscheiden. Es wurde ein Grenzwert von 2,6 ng/ml ermittelt, der einen klinisch
relevanten Morbus Fabry von einer atypischen Mutation trennt. Dieser Grenzwert
wurde in der Substudie II iiberpriift, indem die 52 neuen Mutationen zunichst nach
der Hohe des Lyso Gb3 Wertes beurteilt wurden (>2,6ng/ml: klassische Mutation;
<2,6 ng/ml: atypische Mutation). Die anschiefende klinische Beurteilung bestétigt
die Korrelation zwischen Hohe des Lyso Gb3 Wertes und der zugehorigen Klinik
eines Patienten. In unserer zweiteiligen Studie von bisher beschriebenen (Substudie

I) und unbekannten Mutationen (Substudie IT) konnte gezeigt werden, dass eine
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Definition von klinisch relevanten Fabry Mutationen mithilfe des Biomarkers Lyso
Gb3 moglich ist.
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